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(57) Abstract 

Process and device for the fully automatic simultaneous synthesis of several polypeptides, in which up to 48 different poly* 
peptides may be synthesided in an automatic pipette by the solid-phase method of synthesis. The device has individual reaction 
vessels for the synthesis of the individual polypeptides which are brought together to form one unit by a holding device. The si- 
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(57) Zusammenfassnng 

Verfahren und Vorrichtung 2ur vollautomatischen simultanen Synthese mehrerer Polypeptide, wobei bis zu 48 verschiede- 
ne Polypeptide in einem Pipettier-Roboter nach der Festphasensynthese-Methode synthetisiert werden. Die Vorrichtung weist in- 
dividuelle ReaktionsgefSBe fflr die Synthese der einzelnen Polypeptide auf, die durch cine Haltevorrichtung zu einer Einheit zu- 
sammengefaBt werden. Ober die Haltevorrichtung erfolgt das gleichzeitige Absaugen der FlOssigkeiten aus den ReaktionsgeflSen 
nach jeder Umsetzung beziehungsweise nach jedem Waschen. 
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Verfahren und Vorrichtung zur simultanen 
Svnthese mehrerer Polypeptide 

Fiir die schnelle Evaluierung von Struktur-Wirkungs- 
beziehungen an biologisch aktiven Peptiden dutch 
Rezeptor-Bindungs-Studien und die schnelle Epitop- 
Ermittlung fur die Inununologie bei Peptiden und 
Proteinen warden relativ kleine Mengen (unter je 20 rng) 
einer Vielzahl von Peptiden benotigt. Die Herstellung 
dieser Peptide erfolgt zweckmaflig nach der 
Festphasenpeptidsynthese. Diese Synthese basiert au£ 
der von R.B. Merrifield entwickelten Methode (G. 
Bar any, R.B. Merrifield in The Peptides, Analysis, 
Synthesis, Biology, Vol. 2, 3-284 (1980), Hrsg, Gross, 
Meienhofer Academic Press, New York), bei der die 
Peptidkette schrittweise aufgebaut wird. Die 
Syntheseschritte konnen wie folgt zusanunengef aBt werden: 

a) Binden der ersten Aminosaure der Peptidkette iiber 
eine Ankergruppe an einen polymeren TrSger, 

b) schrittweises Ankondensieren der ubrigen 
Aminosauren der Peptidkette, 

c) Zwischenschritte zwischen den einzelnen 
Kondensationen bestehend aus Waschen, Abspalten von 
Schutzgruppen und Neutralisieren, 

d) gewunschtenf alls acylieren endstandiger 
Aminogruppen, 

e) Abspalten des Peptids vom Trager. 

Bei dieser Peptidsynthese mufl mit einer Synthesezeit 
von bis zu 18 Stunden, meist bis zu 4 Stunden pro 
Aminosaure gerechnet werden. (Die einzelnen 
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Kondensationen benotigen meist 1 bis 2 Stunden 
Reaktionszeit; zwischen den Kondensationen sind in der 
Regel etwa 10 Zwischenschritte erf orderlich, fur die je 
ca. 2 bis 15 Minuten gerechnet werden miissen.) Die 
Herstellung von Peptiden bestehend aus einer grofleren 
Anzahl von Aminosauren ist somit sehr langwi'erig, 
arbeitsintensiv und teuer. 

Fiir die Festphasensynthese analoger Peptide ist von 
R. A. Houghten (Proc, Natl. Acad. Sci, USA, Vol. 82, 
pp. 5131-5135, August 1985, Immunology) eine Methode 
beschrieben worden. Danach wird der polymere Trager fur 
die Synthese in Portionen von je 50-100 mg in kleine 
porose Polypropylenbeutel gefullt, die Beutel werden 
zugeschmolzen, die in den Synthesen einheitlichen 
Zwischenschritte (Waschen, Neutralisieren, Abspalten 
von Schutzgruppen) werden an alien Beuteln gleichzeitig 
in einem gemeinsamen Reaktionsgef aB ausgefuhrt, die 
einzelnen Kondensationen werden getrennt ausgefuhrt. 
Die Methode kann manuell oder teilweise automatisiert 
unter Verwendung eines Peptidsynthesizers ausgefuhrt 
werden. 

Der Nachteil der beschriebenen Methode liegt darin, dafi 
die Handhabung der Beutel etwas umstandlich ist, daB 
die Beutel nicht wieder verwendet werden konnen, dafl 
fiir die Kondensationen der verschiedenen Peptide die 
Beutel voneinander getrennt werden miissen und keine 
Kontrollproben wahrend der ganzen Synthese entnommen 
werden konnen. 

In der deutschen Patentanmeldung Nr. P 38 28 576.2 
und in der Veroffentlichung G. Schnorrenberg und 
H. Gerhardt, Tetrahedron Vol. 45, No. 24, 
7759-7764, 1989 wird ein Verfahren und eine 
Vorrichtung beschrieben, die die autoraatische 
simultane Synthese mehrerer Polypeptide 
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errooglicht und die oben genannten Nachteile vermeidet, 
Danach wird die bereits erwahnte 

Festphasensynthese-Methode so abgewandelt, dafl sie mit 
Hilfe eines entsprechend angepafiten Pipettier-Roboters 
ausgefuhrt warden kann. Pipettier-Roboter sind bis 
jetzt fur Serienanalysen verwendet worden. zum Beispiel 
ist ein Pipettier-Roboter der Firma TECAN, RSP 5052, 
verwendbar. Pipettier-Roboter weisen folgende auQere 
Bestandteile auf : Mindestens einen Arm rait 
Dosierpipette, eine Halterung rait Vorratsgef Sflen sowie 
eine Mikrotiterplatte die bis zu 96 Wells enthalten 
kann. Der Arm des Roboters bringt die Reagenzien aus 
den Vorratsgefafien in die jeweiligen Wells der 
Microtiterplatte ein und saugt bei Bedarf Flussigkeiten 
aus den Wells ab. Die Kanule der Dosierpipette kann 
auch so ausgebildet sein, dafl sie durch eine von oben 
nach unten laufende Trennwand in zwei Teile geteilt 
ist. (Durch diese geteilte Kanule ist es moglich, zwei 
verschiedene Zudosierungen oder eine Zudosierung und 
eine Absaugung mit einem Arm auszufuhren) Der 
Arbeitsablauf des GerStes wird durch ein 
Computerprogramm gesteuert. Nach der genannten 
deutschen Patent anmeldung Nr. P 38 28 576.2 erfolgt die 
Festphasenpeptidsynthese in einera solchen 
Pipettier-Roboter wie folgt: 

in den Wells einer Microtiterplatte wird TrMgermaterial 
(vorzugsweise granuliertes Tragermaterial) vorgelegt. 
Das TrMgermaterial kann rait dem Anfangsteil des jeweils 
gewunschten Peptids beladen sein. Die fur die 
Reaktionen und Waschschritte benotigten Flussigkeiten 
werden in den Vorratsgefafien des GerStes 
bereitgestellt. Soli am Ende der Synthese das Peptid 
vom TrSger getrennt werden und/oder sollen freie 
Aminogruppen acyliert werden, so sind auch fur diese 
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Reaktion n die erforderlichen Reagenzien in den 
Vorratsgef SBen vorzubereiten. Aus den benStigten 
Reaktionszeiten ergibt sich, daB es zweckmaBig ist^ 
eine Nicrotiterplatte zu verwenden, die nicht mehr als 
96 Wells enthalt. Dement sprechend konnen in einem 
Progranunablauf maximal 96 verschiedene Polypeptide 
synthetisiert werden, Entsprechend dem Programm/ das 
der Synthese dieser Peptide angepaBt worden ist, bringt 
der Roboter die Reagenzien und Waschflussigkeiten in 
die einzelnen Wells ein und saugt nach der 
entsprechenden Verweilzeit die iiber dem Trager stehende 
Flussigkeit jeweils ab. Anhand des zweiarmigen 
Pipettier-Roboters RSP 5052 der Firme TECAN wird das 
Verfahren und die notige Anpassung des Cerates an das 
Verfahren naher erlautert. Die Anwendung des Verfahrens 
ist jedoch nicht auf dieses Gerat beschrankt. 
Pipettier-Roboter anderer Bauart, insbesondere auch 
ein- Oder mehrarmige Roboter konnen gemafi der 
vorliegenden Erfindung £ur das Verfahren angepaBt 
werden. Es wird eine Nicrotiterplatte mit 96 Wells 
gewahlt. Ein Well faBt z. B. 10 mg Harz, das mit einer 
Aminosaure beladen sein kann, und etwas mehr als 
300 pi Flussigkeit* Diese Menge Harz entspricht etwa 
5 ^ol Aminosaure bzw. ist flir die Herstellung von 
etwa 5 ymol Peptid geeignet. tJbliche 
Tragermaterialien auf Polystyrol- oder 
Polyacrylamidbasis sind verwendbar. Es ist zweckmaBig, 
Peptide aufzubauen, die maximal 20 Aminosauren 
enthalten. Die daflir benotigten Reagenzlosungen und 
Waschflussigkeiten werden in den dafiir vorgesehenen 
Vorratsgef MBen vorbereitet* Arm 1 des Cerates ist mit 
einer Dosierpipette versehen, Arm 2 mit einer 
Absaugkaniile mit Spulvorrichtung. Diese Spulvorrichtung 
ist vorzugsweise mit einem separat stehenden 
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Vorratsgef ai3 fur das verwendete Losungsmittel 
verbunden. Die Synthase erfolgt nach dem im 
angeschlossenen PC vorgegebenen Progranun. Mit Arm 1 
erfolgt die Zudosierung sarotlicher Reagenzlosungen, die 
aus offenen Vorratsgef aflen entnommen werden. Bevor die 
Dosierpipette von einer Reagenzlosung zu einer anderen 
wechselt, wird die Dosierpipette in einer speziellen 
Spulposition mit Losungsmittel gespult. Mit Arm 2 
erfolgt iiber eine mit einem Filter versehene Kaniile das 
Absaugen der Reagenz- und Waschf liissigkeiten. Zur 
Verhinderung von Harzverlusten und Kontaminationen der 
benachbarten Wells wird die AuBenseite dieser Kaniile 
nach jedem Absaugvorgang mit Losungsmittel liber eine an 
der Kaniile seitlich angebrachte Zuleitung gespult, Mit 
diesem Losungsmittel wird gleichzeitig der nachste 
Waschvorgang begonnen. AnschlieBend wird die Kanule in 
einer Kaniilenspulposition abgespult- Fiir die Abtrennung 
des Peptids von Harz wird z.B, Trif luoressigsaure uber 
Arm 1 in die Wells eingebracht. Nach erfolgter 
Abspaltung wird mit der Absaugkaniile die Losung 
abgesaugt und in eine zweite Mikrotiterplatte 
iiberfuhrt, aus der dann die Aufarbeitung erfolgt. 

Die beschriebene Vorrichtung ermaglicht die 
automat ische simultane Synthese mehrerer Polypeptide. 
£s ist jedoch unbef riedigend, daB daroit das Absaugen 
der Flussigkeiten nicht vollstandig erfolgen kann, und 
dafi relativ viel Zeit fur das Absaugen der Reagentien 
und Waschf liissigkeiten verwendet werden muB, Die 
vorliegende Erfindung uberwindet die genannten 
Nachteile. Ferner ist ohne Wechsel der Reaktionsgef 8Be 
auch die Synthese von bis zu 25 pmol Peptid moglich. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Vorrichtung zur simultanen Synthase mehrerer 
Polypeptide nach der Festphasensynthesemethode/ die 
mehrere Reaktionsgef afie und eine Haltevorrichtung fur 
die Reaktionsgef aBe aufweist, wobei die ReaktionsgefaQe 
oben und unten offen sind, die untere Offnung der 
einzelnen Reaktionsgef aBe durch einen Filter abgedeckt 
ist/ die Haltevorrichtung ein schlieBbares Gefafl ist, 
das eine AnschluBmoglichkeit fiir eine Inertgaszuleitung 
und eine Absaugvorrichtung aufweist sowie 3ffnungen, in 
denen die Reaktionsgef§Be so befestigt werden, daB 
deren obere Sffnungen von oben fUr das Zugeben der im 
Syntheseverf ahren benotigten Fllissigkeiten zuganglich 
sind und deren untere Offnungen mit dem Innenraum der 
Haltevorrichtung in Verbindung stehen. 

Diese Vorrichtung kann in Verbindung mit zum Beispiel 
dem oben beschriebenen Pipettier-Roboter betrieben 
werden . 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur 
simultanen Synthese mehrerer Polypeptide nach der 
Festphasensynthesemethode unter Verwendung der oben 
beschriebenen Vorrichtung, bei dem polymeres 
Tragermaterial Oder mit der ersten Arainosaure Oder 
einem Peptid beladenes polymeres Tragermaterial in den 
Reaktionsgef aBen vorgelegt wird/ dann nach der an sich 
bekannten Festphasensynthesemethode in den 
Reaktionsgef aBen die Peptide aufgebaut werden und 
gewUnschtenf alls freie Aminogruppen und/oder 
Hydrozygruppen der Peptide acyliert werden und/oder 
anscfalieBend die Peptide von ihrem Tragermaterial 
abgetrennt werden, indem die fiir die einzelnen Schritte 
erforderlichen Reagenzien beziehungsweise 
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Waschf liissigkeiten durch einen oder mehrere 
Roboterarm(e) mit Kaniile aus den entsprechenden 
VorratsbehSltern in die ReaktionsgefSOe eingebracht 
werden und jeweils nach der benotigten Verweilzeit der 
Reagenzien beziehungsweise Waschflussigkeiten die in 
den ReaktionsgefaBen oberhalb der Filter befindlichen 
Flussigkeiten uber die Haltevorrichtung gleichzeitig 
abgesaugt werden, wobei die einzelnen Schritte des 
Verfahrens durch das im Computer, der an den Roboter 
angeschlossen ist, vorgegebene Programm gesteuert 
werden. Eine bevorzugte Aus£uhrung besteht darin, daB 
wahrend des ganzen Syntheseverf ahrens, ausgenonunen sind 
nur die Phasen, in denen die Flussigkeiten abgesaugt 
werden, Inertgas in die Haltevorrichtung eingeleitet 
wird, das unter so geringem Druck gehalten wird, dafl es 
in den Reaktionsgef aBen nur das Durchsickern der 
Flussigkeiten durch die Filter verhindert. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Vorrichtung 
besteht die Haltevorrichtung aus einem wannenf ormigen 
GefaB mit plattenformigem Deckel, wobei der Deckel 
Offnungen aufweist, in denen je ein Reaktionsgef SB 
gehalten wird. 

Geeignetes Material fur die Haltevorrichtung und die 
Reaktionsgef Sfle ist z.B. Glas, Metall (vorzugsweise 
rostfreier Stahl), Polypropylen, Teflon oder Polyamid 
66 Oder eine Kombination dieser Materialien, 

Die Haltevorrichtung und die Reaktionsgef aBe miissen so 
aufeinander abgestinunt sein, daB die Reaktionsgef aBe 
fest in der Haltevorrichtung ruhen. Das kann z.B, durch 
Einschrauben oder Einstecken der Reaktionsgef SBe in die 
Haltevorrichtung erfolgen. 
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In elner bevorzugten Ausf{ihrungs£orm der Vorrlchtung 
ist der Deckel der Haltevorrichtung mit entsprechenden 
konischen &f£nungen versehen und vorzugsweise aus 
Teflon Oder Polyamid 66 hergestellt. Die Reaktions- 
gefaBe sind zylinderische Glasbehalter, die in ihrem 
unteren Teil einen Glasschliff aufweisen, der in die 
Haltevorrichtung eingesteckt wird. Die Filter, die die 
unteren 5ffnungen der ReaktionsgefaBe abdecken, sind 
Glasfilterf ritten oder Tef lonf ilterf ritten. (Vorteilhaft 
ist es, Reaktionsgef gBe zu verwenden# die im Boden je 
eine Bohrung aufweisen, in die die Tef lonf ilterf ritte 
eingelegt beziehungsweise eingepreBt wird. Nach 
Beendigung eines Synthesecyclus konnen diese Fritten 
durch neue Fritten ersetzt werden,) 

Wenn die erf indungsgemaBe Vorrichtung mit dem genannten 
Pipettier-Roboter betrieben wird, ist es zweckmSBig die 
Vorrichtung mit maximal 48 Reaktionsgef aBen zu bauen* 

Die Anwendung des Verfahrens ist jedoch nicht auf 
dieses Gerat beschrankt, Pipettier-Roboter anderer 
Bauart, insbesondere auch ein- oder mehrarmige Roboter 
konnen gemSB der vorliegenden Erf indung fur das 
Verfahren angepaBt werden. 

Fiir die Ausfuhrung des erf indungsgemaBen Verfahrens 
wird in den Reaktionsgef aBen je z»B, 10-50 mg Harz 
vorgelegt. Diese Menge Harz entspricht etwa 5-25 lomol 
Aminosaure bzw. ist fiir die Herstellung von etwa . . 
5*25 >miol Peptid geeignet. tibliche Tragermaterialien 
auf Polystyrol- oder Polyacrylamidbasis sind 
verwendbar. Es ist zweckmSBig, Peptide aufzubauen, die 
maximal 30 Aminosauren enthalten. Die dafiir benotigten 
Reagenzlbsungen und Waschf lussigkeiten werden in den 
dafur vorgesehenen Vorratsgef aBen vorbereitet, Der Arm 
des Pipettier-Roboters ist mit einer Dosierpipette 
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versehen. Die Synthese erfolgt nach dem im 
angeschlossenen PC vorgegebenen Programm. Damit erfolgt 
die Zudosierung samtlicher Reagenzlosungen, die aus mit 
Teflon-Septen verschlosenen VorratsgefaSen entnonunen 
werden, Bevor die Dosierpipette von einer Reagenzlosung 
zu einer anderen wechselt, wird die Dosierpipette in 
einer speziellen Spulposition mit Losungsmittel 
gespult. Analog werden die benotigten 
Waschf lussigkeiten eingebracht. Die Abspaltung des 
gewunschten Peptids vom Trager mit Trif luoressigsaure 
kann analog automatisch oder manuell ausgefxihrt werden. 

Das Absaugen aller FlUssigkeiten aus den 
Reaktionsgef afien der jeweiligen Umsetzung oder deft 
Waschschritten erfolgt in alien Reaktionsgef afien 
gleichzeitig durch die an die Haltevorrichtung 
angeschlossene Absaugvorrichtung (z.B. 
Wasserstrahlpumpe Oder Membranpumpe) • 

Im allgemeinen wird DMF oder N-Methylpyrrolidon als 
Losungsmittel eingesetzt. Dement sprechend miissen die 
Reaktionsgef aBe und die eventuell vorgesehene 
Spulvorrichtung aus losungsmittelbestandigem Material 
gefertigt sein, z.B. aus Glas, Polypropylen oder 
Teflon. In den handelsiib lichen GerSten sind die 
Dosierpipetten aus Edelstahl gefertigt. Dieses Material 
ist fUr das erf indungsgeroafie Verfahren geeignet. 

Das Verfahren wird zum Beispiel mit folgenden Mitteln 
ausgefUhrt (Mengenangabe pro Well): Ausgangsmaterial 
ist 10 mg mit Fmoc-Aminosauren beladenes Harz 
(Korngr63e 200-400 mesh); Fmoc geschutzte Aminosauren 
werden in bis zu 10 fachem tiberschufi fur jeden 
einzelnen Kupplungsschritt eingesetzt, d.h. 200 jil 
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Iner DMF-Losung von 50 pmol Fmoc-Axninosaure und 
50 ymol l-Hydroxybenzotriazol und 100 \il einer 
DMF-Losung von 75 vimol N,N-Dicyclohexylcarbodiimid 
werden zugegeben; die Kupplungszeit betragt ca. 
1 Stunde, Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt 
jeweils mittels 300 ]il einer 40%igen Losung von 
Piperidin in DMF. Die Abspaltungszeit ist ca. 20 
Minuten. Die Waschschritte werden mit jeweils 300}il 
DMF ausge£Uhrt. 

Das Acylieren von freien Gruppen (NH^/ OH) kann 
analog durch Zugabe geeigneter Saureanhydride, z.B* 
Acetanhydrid und Pyridin, erfolgen* Nach Beendigung 
dieser Umsetzungen wird die Losung abgesaugt und der 
Aufarbeitung zugefuhrt- 

Die Abspaltung des fertigen Peptids vom Trager kann in 
den Reaktionsgef aBen erfolgen durch manuelle Zugabe von 
Trif luoressigsaure (20 Minuten Reaktionszeit) . Die 
Peptide werden getrennt isoliert. Wie aus der obigen 
Erlauterung deutlich wird/ werden alle Schritte der 
Peptidsynthese in o££enen GefaBen ausgefuhrt* Durch die 
erf indungsgemafle Ausfuhrung der Synthese werden die 
Peptide trotzdem in sehr hoher Reinheit erhalten. 

In den Figuren 1 bis 3 wird ein Beispiel der 

erf indungsgemaBen Vorrichtung schematisch gezeigt. 

Figur 1 zeigt die Haltevorrichtung bestehend aus Wanne 

(2) und Deckel (1). Die Wanne (2) ist mit dem Deckel 
(1) fast verschlieBbar, vorzugsweise durch 
Schraubverschlusse, die den Flansch der Wanne mit dem 
Deckel verbinden. Der Deckel (1) weist die Offnungen 

(3) auf, die iiber die ganze Flache in regelmaBigen 
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Abstanden angeordnet sind. <In der Zeichnung ist nur 
ein Teil der Qffnungen gezeichnet.) In diese dffnungen 
werden die ReaktionsglSser (4) gesteckt. Falls das 
Verfahren nur in weniger Reaktionsgef Sfien ausgefuhrt 
wird als der Deckel Sffnungen aufweist, werden die 
unbenutzten Qffnungen durch Schlif f stopf en verschlossen. 

In der Wand der Wanne (2) sind 2 Anschlusse (5) und (6) 
vorgesehen. AnschluQ 5 ist an die Absaugvorrichtung 
angeschlossen, Anschlufl 6 dient der Zufuhr von Inertgas. 

Figur 2 zeigt den Querschnitt einer bevorzugten 
Ausfiihrungsforin der Haltevorrichtung . Diese enthalt ein 
Leitblech 7, das wie ein zweiter Boden in die Wanne (2) 
knapp unterhalb des Anschlusses (5) angebracht ist. Es 
ist leicht abfallend zum Anschlufl (5) hin angeordnet, 
so dafl restloses Abziehen der abgesaugten Fliissigkeiten 
ermoglicht wird. 

Figur 3 zeigt die schematische Darstellung eines 
Reaktionsgefafles (4). Der obere Teil des Gefafies ist 
zylindrisch. Der untere Teil des GefSfles verjungt sich 
und ist mit einem Schliff (9) fest verbunden. Die 
untere Sffnung des Reaktionsgef Sfles ist durch eine 
Glasfilterfritt« oder Tef lonfilterf ritte (8) abgedeckt. 

In diesem AusfUhrungsbeispiel ist die wanne <2) aus 
Metall (vorzugsweise V2a-Stahl), der Deckel (1) aus 
Teflon Oder Polyamid 66, und die Reaktionsgef afle (4) 
aus Glas. Die 5ffnungen (3) sind konisch und 
entsprechen genau der GrSBe der Schliffe (9) der 
Reaktionsgef afle. Die Filter (8) sind Glasf ilterf ritten 
G2 Oder G3 Oder Tef lonfilterf ritten der Firma G.T. 
Baker Chemikalien, DE-6080 GroB-Gerau, Bestellnummer 
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7329/03* Wenn die Vorrichtung zusammen mit dem 
Pipettierroboter der Firma TECAN/ RSP 5052, verwendet 
wird, ist es zweckrnaflig die Wanne (2) mit etwa den 
Hafien 165x127x45 (mm) herzustellen. Die Reaktionsgef afie 
haben dann eine Gesamthohe von etwa 70 rm, von der etwa 
25 mm auf den zylindrischen Teil oberhalb der 
Glasf ilterf ritte entfallen. Der Durchmesser dieses 
oberen Teils betragt 13 mm. Es ist zweckmaBig die 
Vorrichtung fiir maximal 48 Reaktionsgef afle zu bauen. 

Die Haltevorrichtung ist liber den Anschlufi 5 mit einer 
Absaugvorrichtung, z.B. einer Membranpumpe mit 
vorgeschalteter 5 1-Saugf lasche verbunden. Ferner ist 
die Haltevorrichtung iiber den AnschluB 6 mit einer 
Inertgaszufuhr (z,B. Stickstof f f lasche) verbunden. In 
dieser Leitung ist ein tJberdruckventil (meist' 
eingestellt auf etwa 0,1 bar) vorgesehen. AuSerdem sind 
liber z.B. einen PC-steuerbare Regelorgane in den 
Leitungen vorgesehen. 

Eine Variante dieser Vorrichtung ist so gestaltet, daB 
die Wanne (2) nur einen AnschluB auf waist, der liber ein 
PC-steuerbares Dreiwegventll mit den beiden Leitungen 
(Inertgas/Absaugvorrichtung) verbunden ist. 

Das folgende Beispiel erlautert den Ablauf des 
erf indungsgemaBen Verfahrens: Dabei wird die oben 
beschriebene Vorrichtung in Verbindung mit einem 
Pipettier-Roboter verwendet. Der Ablauf des Verfahrens 
ist computergesteuert. TrSgermaterial, das bereits mit 
einer geschlitzten Aminosaure Oder einem kurzen Peptid 
beladen ist, wird in den Reaktionsgef Mfien vorgelegt. 
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1-3 

Teil des Synthesecyclus: 

Schritt Vorgang 



1 


Ventil auf, Vakuum zu 




2 


Zudosleren von DMF 3 Min. 


Waschen 


3 


Ventil zu, Vakuum auf 


Aosaugen 


4 


Ventil auf, Vakuum zu 




5 


Zudosieren 40 % Piperidm im DMF 


ocnu b z g ruppen— 




3 Min. 


Abspaltung 


6 


ventil N2 zu, Vakuum auf 


Absaugen 


7 


Ventil N2 auf, vakuum zu 




8 


Zudosleren 40 % Piperiaxn im unr 


?i r* h 1 1 h 2 cm 1 "D D e n — 




20 Min. 


AO S pal uuny 


9 


Ventil N2 zu, Vakuum auf 


AOsaugen 


10 


Ventil Nj auf/ Vakuum zu 




11 


Zudosleren von DMF 30 Sek* 


Waschen 


12 


Ventil ^2 Vakuum auf 


Absaugen 


13 


Ventil Nj auf, Vakuum zu 




14- 


-40 Wiederholung Schritte 11-13 


Waschen 9z 


41 


Zudosleren der gewunschten 






Fmoc-Aminosaure/HOBt in DMF 


1. Kupplung 


42 


Zudosleren DIC/DMF 40 Min. 


1. Kupplung 


43 


Ventil zu, Vakuum auf 


Absaugen 


44 


Ventil auf, Vakuum zu 




45-48 Wiederholung Schritte 41-44 


2. Kupplung 


49- 


-78 Wiederholung Schritte 11-13 


Waschen lOz 



Veg lichen mit dem Verfahren und der Vorrichtung gemSfi 
der genannten deutschen Patentanmeldung Nr. 
p 38 28 576.2 erinbglicht die erf indungsgeroafie 
Vorrichtung eine wesentliche Verkurzung (etwa 
Halbieren) der fUr den Synthesecyclus benStigten Zeit. 
Die Synthese erfolgt verlafllich und sauber, da die 
Absaugung der Flussigkeiten vollstandig erfolgt. Der 
Ablauf der Synthese kann leicht kontrolliert werden, da 
di Reaktionsgefafle offen sind. 
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Vorrichtung zur simultanen Synthese mehrerer 
Polypeptide nach der Festphasensynthesemethode, 
die mehrere ReaktionsgefaOe und eine 
Haltevorrichtung fur die Reaktionsgef afie 
aufweist/ wobei die Reaktionsgef aBe oben und 
unten offen sind/ die untere Qffnung der 
einzelnen Reaktionsgef afie durch einen Filter 
abgedeckt ist, die Haltevorrichtung ein 
schlieBbares GefSB ist, das eine 
AnschluBmoglichkeit fur eine Inertgaszuleitung 
und eine Absaugvorrichtung aufweist sowie 
5ffnungen, in denen die Reaktionsgef aBe so 
befestigt werden, daB deren obere Qffnungen von 
oben fiir das Zugeben der im Syntheseverf ahren 
benotigten Flussigkeiten zugSnglich sind und 
deren untere Of fnungen mit dem Innenraum der 
Haltevorrichtung in Verbindung stehen, 

Vorrichtung nach Anspruch 1/ dadurch 
gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung aus 
einem wannenformigen GefaB rait plattenf Srmigem 
Deckel besteht, wobei der Deckel Of fnungen 
aufweist, in denen je ein Reaktionsgef SB 
gehalten wird. 

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch • • 
gekennzeichnet/ daB die Reaktionsgef aBe 
zylinderische Glasbehalter sind, die in ihrem 
unteren Teil einen Glasschliff aufweisen, der in 
die Haltevorrichtung eingesteckt wird. 
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4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Filter, die die 
unteren Qffnungen der Reaktionsgef aBe abdecken, 
Glasfilterfritten oder Tef lonf ilterf ritten sind. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die fur das 
Syntheseverf ahren benotigten Flussigkeiten durch 
einen Pipettier-Roboter in die Reaktionsgef aBe 
eingebracht werden* 

6. Verf ahren zur simultanen Synthese mehrerer 
Polypeptide nach der Festphasensynthesemethode 
unter Verwendung der Vorrichtung nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5, bei dem polymeres Tragermaterial 
Oder init der ersten Aminosaure oder einem Peptid 
beladenes polymeres Tragermaterial in den 
Reaktionsgef aBen vorgelegt wird, dann nach der an 
sich bekannten Festphasensynthesemethode in den 
Reaktionsgef SBen die Peptide aufgebaut werden und 
gewiinschtenfalls freie Aminogruppen und/oder 
Hydroxygruppen der Peptide acyliert werden, indera 
die fiir die einzelnen Schritte erf orderlichen 
Reagenzien beziehungsweise Waschf lussigkeiten durch 
einen oder mehrere Roboterarm(e> roit Kaniile aus den 
entsprechenden VorratsbehSltern in die 
ReaktionsgefaBe eingebracht werden und jeweils nach 
der benatigten Verweilzeit der Reagenzien 
beziehungsweise Waschf liissigkeiten die in den 
Reaktionsgef Sfle oberhalb der Filter befindlichen 
Flussigkeiten iiber die Haltevorrichtung 
gleichzeitig abgesaugt werden. 
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wobei die einzelnen Schritte des Verfahrens durch 
das im Computer, der an den Roboter angeschlossen 
ist, vorgegebene Progranun gesteuert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daS wahrend des ganzen Syntheseverfahrens/ 
ausgenommen sind nur die Phasen^ in denen die 
Flussigkeiten abgesaugt werden, Inertgas in die 
Haltevorrichtung eingeleitet wird, das unter so 
geringem Druck gehalten wird, daB es in den 
ReaktionsgefSBen das Durchsickern der Flussigkeiten 
durch die Filter verhindert. 
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